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学 位 論 文 の 内 容 の 要 旨 
 
（  安井 宏有貴  ）  印 
 
アデノ随伴ウイルスベクターを用いた成熟プルキンエ細胞におけるRAR関連オーファン受容体
αのノックダウンは脊髄小脳失調症の小脳異常表現型を再現する．および 
 アデノ随伴ウイルスベクターとCRISPR-dSaCas9システムを用いた脊髄小脳失調症1型ノックイ
ンマウスの新規治療戦略 
  
脊髄小脳失調症（SCA）1型，及び，3型（マシャド– ジョセフ病）はポリグルタミン病として
知られており，疾患責任遺伝子のコーデイング領域のCAGリピートが異常伸長することにより引
き起こされる遺伝性神経変性疾患である．これまでのところ，根治的な治療方法は見つかってい
ない．伸長したポリグルタミン鎖を持つタンパク質が翻訳され，神経細胞核に蓄積されることが
神経毒性の原因となる．遺伝子翻訳の調節不全や，ユビキチンプロテアソーム経路の障害，細胞
内Ca2+ホメオスタシスの調節不全，軸索輸送障害など，これまでの研究で，ポリグルタミン病に
よって引き起こされる神経毒性について様々な機序が提案されてきた． SCA1では，ニューロン
自身の変性に加えて，バーグマングリアの機能不全により起こる細胞非自律性が毒性に密接にか
かわることも提案されている．これらのことから，ポリグルタミンが異常伸長した変異タンパク
質は，複数の細胞内イベントに傷害を及ぼしていると考えられる．しかしながら，個別の細胞内
のイベントがどの程度疾患に影響を及ぼしているのか，疾患全体の病理は，まだ十分に解明され
ていない． 
転写因子として知られているRAR関連オーファン受容体α（RORα）は，大脳皮質や，小脳皮質，
視床，腹側蝸牛神経核，視交叉上核，上丘，三叉神経脊髄路核等，中枢神経系（CNS）に広く発
現していることが知られている．CNS加えて, RORαは肝臓や甲状腺，筋骨格，皮膚，肺，脂肪組
織，腎臓でも見つかっている．それゆえ，RORαは異なる組織でサーカディアンリズムやメタボ
リズムの調節，免疫機能等，様々な生理学的役割を担っていると考えられている．小脳皮質にお
いて，RORαは主にプルキンエ細胞と分子層のインターニューロンに発現し，小脳発達で非常に
重要な役割を担っており，特にプルキンエ細胞の樹状突起の分化に大きく影響している．RORα
の機能を欠損させた古典的な運動失調マウスであるStaggerer ミュータントマウスは，小脳の発
達障害，プルキンエ細胞の樹状突起の未成熟性，mGluRシグナルの欠損を示すことが知られてい
る． 
過去の研究でSCA1モデルマウスやSCA3モデルマウスの成熟プルキンエ細胞ではRORαの発現が
優位に減少していることが知られており，RORα/γ の合成アゴニストSR1078の腹腔内投与によ
りSCA3モデルマウスの異常表現型が緩和されることも明らかになっている．これらの結果は，プ
ルキンエ細胞におけるRORαの発現量の減少がSCA1 や SCA3の病理に深く関連していることを示
唆している．しかしながら，RORα/γ は様々な臓器や組織に対して多くの機能を持っているた
め，RORα/γ アゴニストの投与は問題としているプルキンエ細胞やCNS以外にも影響を及ぼす可
能性がある．そこで本研究では， プルキンエ細胞特異的プロモーターとRORαに対するmicroRNA
 (miR-RORα)を発現する アデノ随伴ウイルス (AAV) ベクターを使用し，野生型マウスの成熟プ
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ルキンエ細胞のRORαの発現を特異的に抑制した．このアプローチにより，我々はプルキンエ細
胞におけるRORαの発現抑制による運動機能への影響と，プルキンエ細胞のRORα発現量が減少す
るポリグルタミン病の小脳における発現型との関連性を明らかにした． 
また，SCA1ノックインマウスの新規治療方法の開発も併せて行った．近年，新たな遺伝子治療
ツールとしてCRISPR-Cas9システムが注目されている．CRISPR-Cas9の発見により，研究室レベル
でのゲノム編集が容易になり，遺伝子改変効率が飛躍的に高まっただけでなく，多岐の応用方法
が開発されるようになった．我々は AAV ベクターを用いて，エピゲノム編集遺伝子をニューロ
ンに導入する手法で，SCA1ノックインマウスの新たな治療方法の開発目指した．DNAメチルトラ
ンスフェラーゼの一つDNMT3Bや転写抑制因子Krüppel associated box (KRAB)を用い，SCA1の原
因遺伝子であるCAG異常伸長Ataxin1遺伝子の上流領域に作用させることで，Ataxin1の発現抑制
効果を期待した． 
本研究では、比較的大きな遺伝子サイズの酵素を複数用いたため，遺伝子を少なくとも3つのA
AVベクターに分けて導入しなければならなかった．複数のAAVベクターを用いた際に遺伝子導入
効率が低下しないかの予備実験も併せて行った．またウイルスあたりの遺伝子をAAVベクターの
パッケージング限界4.7kbp付近に収めるため，遺伝子発現増強因子であるWPRE配列を短鎖化した
sWPRE配列に変更する必要があり，それにより起こる発現増強効果の変化を定量的に評価した．
さらに，Ataxin1遺伝子の上流領域に酵素群を誘導するため、single-guide RNA(sgRNA)の設計を
行い，ゲノム配列に対する親和性を評価し，最適なsgRNAを選択した． 
得られた知見を元に，Ataxin1の発現抑制するためのsgRNAおよび酵素遺伝子群を導入するAAV
ベクターを設計し作製した．完成したAAVベクターを野生型マウスへ投与し、期待通り Ataxin1
の発現量が減少することを確認した。 
